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VERTRA«BER DIE INTERNATIONALE ZU_ 
mUF DEM GEBIET DES PATENTWI 
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NS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artlkel 16 sowte Regeln 43 und 44 PCT) 



TZPF-Int 


WEITERES stehe Mfttellung Qber die Ubermfttiung dee (ntemattonaJen 
» AM ~« ™ Recherchenbericnts (Formblatt PCT/1SA/220) sowte, eowett 
VORGEHEN zutreflend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzetehen 
PCT/DE 99/00175 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

15/01/1999 


(FrQhestes) Prtorttfttadatum (Tag/Monat/Jahr) 

19/01/1998 


KERN, FT or Ian et al . 



?l^rI l K2!? Bo ^ ^fcherohenbe^ wurde von der intematlonaJen Recrterchenbehorde eretBltt und wtrd dem Anmelder gemfiB 
Artlkel 1 8 Qbermlttett. Elne Kople wlrd dem Intematlonalen BQro Qbennlttett 

Dleser Internationale Recherchenberlcht umfaBt Insgesamt _A Blatter. 

[X] OarQber hlnaus Degt Ihm Jewells elne Kople der In dlesem Berlcht genanmen Unterlagen zum Stand der Techrdk be). 



1. Qrundlage dee Berichts 

a. Hlnsjtfrtfo* der Sprache 1st die trrtemattonate Recherche auf der Qrundlage der tntemattonaien Anmeldung m der Sprache 
durchgefOhrt worden, In der ale elngerelcht wurde, eofem unter dlesem Punkt nlchts anderes angegeben 1st 



□ 



Die Internationale Recherche let auf der Qrundlage etner bel der Behorde elngerelchtBn Ubereetzung der IntematlonaJen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefOhrt worden. 

b. HlretehWch der In der Intematlonalen Anmeldung oftenbarten Nueteotld- und/oder Amlnoafcini— quenz let die tntematlonale 
Recherche auf der Qrundlage des Sequenzprotokolls durchgefOhrt worden, das 
I I In der Intematlonalen Anmeldung In SchrtfDcher Form enthatten let 

zusammen mtt der IntematlonaJen Anmeldung In compute rtesbarer Form elngerelcht worden let 
bel der Behorde nachtragDch In echrtfHteher Form etngerelcht worden 1st 
bel der Behorde rtachtrfigBch In compiiteriesbarer Form elngerelcht worden 1st 

Dte ErWarung, daB das nachtragDch elngerelchte schrtflOche Sequenzprotokoll nteht Qber den OffenbamrigsgehaK der 
Intematlonalen Anmeldung bn AnmekJezeltpunkt hfnausgeht wurde vorgelegt 

Dte ErWarung, daB die tn computertesbarer Form erfaBten Informattonen dem echrtftOchen Sequenzprotokol] entsprechen, 
wurde vorgetegl 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2. 



f~l BMUmmto AneprOene haben eJch ale nlcht recherchlerbar wwlMm (slehe Feld I). 
[~| Mangelnde EJnheffllchkett der Erflndung (slehe Fold II). 



4. HtnaichtOch der BezsJchnung der Erflndung 

PH wtrd der vom Anmelder elngerelchte Worflaut genehmlgt 
I I wurde der WortJaut von der Beriorde wte fUgt festgeeetzt 



5. HlnskiilOchderZueajnmenfaeeung 

[Yl wtrd der vom Anmelder elngerelchte Worttaut genehmlgt 

□ wurde der Worttaut nach Regel 38.2b) In der In Few III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzl Der 
Anmelder kartn der Behorde tnnerhatb etnes Monats nach dem Datum der Absendung dieses bitemattonaten 
Recherchenbertchte elne SteQurtgnahme vortogea 

a Folgende AbbOdung der Zelchnungen 1st mtt der Zusammerrfassung zu verOfferrfflchen: Abb. Nr. 

□ wte^ Anmelder vccgeschlagen |T) kelnederAbb. 
I I well der Anmelder sefost kelne AbWJdung vorgeechlagen hat 

□ well dtese AbbOdung cfie Erflndung beseer kennzelchnet 
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A. KLASSIFIZIERUNQ DES ANMELDUNQSQEQENSTANDES 

IPK 6 G01N33/50 G01N33/68 C12P21/00 A61K38/17 



Naoh der Intefnaflonalen PatentMaasrtkatton (IPK) oder nach der nattonalen KtasatflkatJon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE QEBIETE 



RecherchlertBr MlridestprOJstofl (KJassfflkHtJonssystarn und KtasstMkationssymbole ) 

IPK 6 G01N 



Ftecherchlerte aber rdcht zum MlndeatprOJstofT gehorende VerorTentltertungen, eowett dlese unterdte recherchtorten Gebtete fallen 



Wahrend der Intemattonalen Recherche konauMerte elektronteche Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegrffle) 
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W0ITAS RP, LECHHANN M, JUNG G, KAISER R, 
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and cytokine profiles In hepatitis C virus 

core-specific peripheral blood T 

lymphocytes" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

Bd. 159, Nr. 2, 

15. Jul1 1997 (1997-07-15), Selten 
1012-1018, XP002125046 
Zusammenfassung 
Selte 1013 
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Welters VetOnentDchungen atnd der Fortsetzung von FeJd C zu 
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Slehe Anhsng PatenttamlDe 



• Besondere Kategorten von angegebenen VerWTerrtflchungen 

'A' VerMenUttung, die den allgemetnen Stand derTechnflc deftntert, 
aber nteht ab beeonders bedeutsam anzuaenen tet 

"E" atterea Dokument, das jedoch erst am oder nach dem InternaflonaJen 

Anmektedatum verORerrtDoht wordenlst 
*L" VerOffenfltehung, die geelgnet tat etnen Prtotttatsanapruch zwefelhaft er- 
echetnen zu teseen, oder duroh die das VerOflenBlchun ga d at urri eher 
anderen Im Recherchenbertcht genannten VerOffentUcnung betogt warden 
aofl oder die aus etnem anderen beaonderen Qrund angegeben tst (wle 
auegsrOhrt) 

■O* VefttfentDchung, die elch auf elne mOndllche Offenbarung. 

etne Benutzung, elne AueateUung oderandere MaBnahmen beztoht 
"P" VerWfenHfchung. d)e vor dem tntemaflonalen Anmefdedaturn, aber nach 



T* SpfltBre VerOTentDchung, die nach dem InlemaflonaJen AnmeJdedatum 
Oder dem Priorttfltedatum verWTentflcht worden 1st und mtt der 
Anmektung nteht koDkflert, eondem nur zum Verstandnte dee der 
Bflndurig njgrundeljegenden Prtnztpe oder der Ihr zugrundeJJegenden 
Tneorto angegeben In 

TX" VerMejtfflcr»ung von beaonderer Bedeutung; die beanapruchte ErfTndung 
kann alleln aurarund dleeer Verorfentllchung nteht ata neu oder aut 
erffrdertecher TaUgkett beruhend baa a cht el wwdan 

T VerofrenBlchung von beaonderer Bedeutung; die beanapruchte Eiflndung 
kann nteht ate aut erflrKJertaonerTattakell beruhend betrachtot 
warden, warm die VeroltentOchung rrBt eJner oder mehreren anderen 
VeroTTentDchungen dleeer KategoBe In Verblndung gebrachl wtrd und 
dJeee Verbtndung fQr etnen Fachrnartn naheOegendM 

"A" Veroffertifchung. die MRgfled dereeben Patentfamna tot 
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STEPANIAK, JOLIE A. ET AL: "A comparative 
study of experimental autoimmune 
encephalomyelitis 1n Lewis and DA rats" 
J. IMMUNOL . (1995), 155(5), 2762-9 , 
XP002125047 
Zusammenfassung 
Selte 2763 

SURCEL HM, TROYE-BLOMBERG M, PAULIE S, 
ANDERSSON G, MORENO C, PASVOL G, IVANYI J: 
"Thl/Th2 profiles 1n tuberculosis, based 
on the proliferation and cytokine response 
of blood lymphocytes to mycobacterial 
antigens" 
IMMUNOLOGY, 

Bd. 81, Nr. 2, Februar 1994 (1994-02), 
Selten 171-176, XP000863031 
Zusammenfassung 
Selte 172 

AUSUBEL LJ, KRIEGER JI, HAFLER DA: 
"Changes In cytokine secretion Induced by 
altered peptide llgands of myelin basic 
protein peptide 85-99" 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
Bd. 159, Nr. 4, 

1. September 1997 (1997-09-01), Selten 
2502-2512, XP002125048 
Zusammenfassung 
Selte 2503 

CELLO J, STRANNEGARD 0, SVENNERHOLM B: "A 
study of the cellular Immune response to 
enteroviruses 1n humans: Identification of 
cross-reactive T cell epitopes on the 
structural proteins of enteroviruses" 
JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY, 
Bd. 77, Nr. 9, Januar 1996 (1996-01), 
Selten 2097-2108, XP002125049 
Selte 2097 -Selte 2099 

PICKER LJ ET AL: "Direct demonstration of 
cytokine synthesis heterogeneity among 
human memory/effector T cells by flow 
cytometry" 

BLOOD, US, PHILADELPHIA, PA, 

Bd. 86, Nr. 4, Selte 1408-1419-1419 

XP002108552 

ISSN: 0006-4971 
1n der Anmeldung erwShnt 
Zusammenfassung 
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PATENT COOPERATION I^^VTY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
TZPF-Int 


FOR FURTHER ACTION See Notification of Transmittal of International 

Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 

PCT/DE99/00175 


International filing date {day/month/year) 
15 January 1999(15.01.99) 


Priority date {day/month/year) 

19 January 1998 (19.01.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12Q1/00 


Applicant 


KERN, Florian 





1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



] 


I2SJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

06 August 1999 (06.08.99) 


Date of completion of this report 

05 May 2000 (05.05.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPE A/409 (cover sheet) (January 1994) 



'international application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT I PCT/DE99/00 1 75 



3 



I. Basis of the report 



1. This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

| | the international application as originally filed. 

^ the description, pages M4 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of , 



pages , filed with the letter of 



the claims, Nos. , as originally filed, 

Nos. , as amended under Article 19, 

Nos. , filed with the demand, 

Nos. 1^13 t filed with the letter of 17 April 2000 fl 7.04.2000^ 

Nos. , filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 1/2,2/2 t as originally filed, 

sheets/fig , filed with the demand, 

sheets/fig , filed with the letter of 

sheets/fig , filed with the letter of 

2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 

□ 

the drawings, sheets/fig 



3. n This re P° rt has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 

See separate sheet . 
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^■^International application No. 
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I. Basis of the report 



' ' ™? ^ T ^ ° f me P laCemenI sheets which f ™ been fished to the receiving Office in response to an invitation 

under Article J > 4 are referred to in this report as "originally filed " and are not anru^d to the repon since t^ 

The sequence listings filed on June 19, 1999 do not form 
part of the international application (PCT Rule 13 ter. 
1(f) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL 



IMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No, 
PCT/DE 99/00175 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-8 



9-13 



1-8 



9-13 



1-13 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

Dl: JOURNAL OF IMMUNOLOGY, Vol. 159, No. 2, July 15, 1997, 
pages 1012-1018, 
D2: WO 87 04723, 

D3: J. Immunology (1998) 161 5284-5295. 

Since the priority of the present application is valid, 
document D3, which is cited by the applicants and was 
published after the priority date (19.01.1998) of the 
present application (Nov. 1998), is not considered to be 
of relevance for the assessment of novelty, inventive step 
and industrial applicability. 

Dl describes the induction of CD30 and cytokines as a 
result of the HCV core protein or fragments thereof (page 
1013, column 1, paragraphs 8-9) acting on peripheral 
mononuclear cells of hepatitis patients (abstract; page 

1013, column 1, paragraph 8 to column 2, paragraph 2; page 

1014, column 1, paragraph 2-s, page 1015, column 2). The 
peptides are incubated with the cells for 40 hours (page 
1013, column 2, paragraph 2). The T-cell cytokines such 
as, for example, IL-2 and IFN-y (page 1014, column 1, 
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. fcT _„„ International application No 
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paragraph 3 to column 2, paragraph 3; Figure 2) undergo 
flow cytometry and are therefore identified on an 
individual cell plane (Dl: page 1013, column 2, paragraphs 
3-4; page 1014, column 1, paragraph 2 to column 2, 
paragraph 3) . The T-cell stimulation of both the protein 
fragments used, which are 25 amino acids long, and the 
control peptides is evaluated, i.e. protein fragments are 
allocated to T-cell stimulation {Dl: Figures 2 and 3; page 
1016, column 2 to page 1017, column 1, paragraph 4). 

1 • Novelty (PCT Article 33(2)): 

1.1. Claims 9 to 11 are not novel. Solid-phase synthesis 
is customary to a person skilled in the art as are 
liquid-phase methods (see application: page 9, lines 
4-10) and recombinant preparation in a host (for 
example D2 ) . According to the process in Claims 1 
to 9, any possible protein/peptide (for example Dl : 
page 1013, column 1, paragraph 9) can be identified. 
Consequently, the synthesis of such a 

protein/peptide is also not novel (see also Dl: page 
1013, column 1, paragraph 9). Claims 12 and 13 are 
not novel for the same reason, since the use of 
proteins to prepare a medicine of a respective 
vaccine is generally known. 

1.2. Claim 1 is novel since none of the available 

documents discloses a process for identifying T-cell 
stimulating protein fragments involving stimulation 
using peptides or protein fragments for a short 
incubation time, which does not permit selection and 
proliferation of the T-cells. 

Consequently, dependent Claims 2 to 8 are also 
novel . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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INARY EXAMINATION REPORT 




2. 



Inventive step ( PCT Article 33(3)): 



Claim 1 appears to be inventive for the following 



Dl is considered to be the closest prior art and 
differs from the subject matter of Claim 1 by the 
duration of the stimulation. Whilst in Dl the cells 
are incubated for 40 hours with an antigen mixture, 
the stimulation duration as per Claim 1 is so short 
that the T-cells are not selected and proliferated, 
which is equivalent to a stimulation duration of 
less than 24 hours. 

Consequently, the problem that is solved in Claim 1 
can be seen as that of providing a simple process 
that can be carried out more quickly. 
The available relevant prior art does not suggest 
measuring the T-cell cytokines and/or an activation 
marker after such short stimulation. Dependent 
Claims 2-8 also appear to be inventive for the same 
reason . 



reasons : 
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ational application No. 
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VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii) 
neither the relevant prior art disclosed in document Dl 
nor that document have been indicated in the description. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VII) (January 1994) 




BER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT REC'D 0 9 MAY 2000 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFL fW^ERIC^ 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichon des Anmelders Oder Anwalts 
TZPF-Int 


wcitcdcc v/norcucn siehe Mittei,un 9 Qber die Ubersendung des intsrnationalen 
WclTERcS VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/l PEA/41 6) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/00175 


Internationales Anmeldedatum ( Tag/Monat/Jahr) 
15/01/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
19/01/1998 



C12Q1/00 



Anm elder 

KERN, Florian et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen PrGfung beauftragte 
Beh6rde erstellt und wird dem Anmelder gemSB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieGlich dieses Deckblatts. 

H AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geSndert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaftungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 
Prioritm 

Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische TStigkert und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte MSngel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 
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IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 



06/08/1999 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Beh6rde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 MQnchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertig stall ung dieses Berichts 
05 05 2000 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Tilkom, A-C 

Tel. Nr. +49 89 2399 8688 



Formblatt PCT/l PEA/409 (Decfcbtatt) (Januar 1994) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/001 75 



f. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden^ gelten im Rahmen dieses Berichts afs "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthatten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-14 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-13 eingegangen am 18/04/2000 mrt Schreiben vom 17/04/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehaft in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

siehe Beiblatt 
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V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkett; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuheit (N) 


Ja: 


Anspruche 


1-8 




Nein: 


Anspruche 


9-13 


Erfinderische Tatigkeit (ET) 


Ja: 


Anspruche 


1-8 




Nein: 


Anspruche 


9-13 


Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 


Ja: 


Anspruche 


1-13 




Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daft die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Teil I: 

Die Sequenzlisten, die am 19.6.1999 eingereicht wurden, sind nicht Teil der 
internationalen Anmeldung (Regel 13 ter.l(f)PCT). 

Teil V: 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: JOURNAL OF IMMUNOLOGY, Bd. 159, Nr. 2, 15. Juli 1997, Seiten 1012- 

1018 
D2: WO 87 04723 

D3: J. Immunology (1998) 161 5284-5295 

Da die Prioritat der vorliegenden Anmeldung gultig ist, ist das vom Anmelder zitierte 
Dokument D3, das nach dem Prioritatstag (19.01.1998) der vorliegenden Anmeldung 
veroffentlicht wurde (Nov. 1998), nicht relevant fur die Beurteilung der Neuheit, 
erfinderischen Tatigkeit und gewerblichen Anwendbarkeit. 

D1 beschreibt die Induktion von CD30 und Cytokinen durch die Wirkung des HCV Core 
Proteins oder Fragmente dessen (Seite 1013 Spalte 1 Abs 8-9) auf periphere 
mononukleare Zellen von Hepatitis Patienten (Abstrakt; S 1013 Spalte 1 Abs 8-Spalte 2 
Abs 2; S 1014 Spalte 1 Abs 2-s 1015 Spalte 2). Die Inkubationsdauer der Peptide mit 
den Zellen betragt 40 h (S 1013 Spalte 2 Abs 2). Die T-Zell Cytokine wie z.B. IL-2 und 
IFN-y (Seite 1014 Spalte 1 Abs 3- Spalte 2 Abs 3; Fig. 2) werden durchfluBzytometrisch 
und damit auf Einzelzell-Ebene bestimmt (D1: S 1013 Spalte 2 Abs 3-4; S 1014 Spalte 
1 Abs 2- Spalte 2 Abs 3). Die T-Zell Stimulation der eingesetzten Proteinfragmente, die 
25 Aminosauren lang sind, sowie von Kontrollpeptiden wird ausgewertet, d. h. 
Proteinfragmente werden der T-Zell Stimulation zugeordnet (D1: Fig 2 und 3; Seite 
1016 Spalte 2- Seite 1017 Spalte 1 Abs 4). 

1 Neuheit (Art 33(2)PCT): 

1.1 Die Anspruche 9-1 1 sind nicht neu. Die Festphasensynthese ist dem Fachmann 
gelaufig ebenso wie Flussigphasenmethoden (siehe Anmeldung: S 9 Z 4-10) und 
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rekombinante Herstellung in einem Wirt (z.B. D2). Nach dem Verfahren der 
Anspruche 1-9 kann jedes mogliche Protein/Peptid (z.B. D1: S 1013 Spalte 1 Abs 
9) identifiziert werden. Dementsprechend ist auch die Synthese eines solchen 
Proteins/Peptides nicht neu (siehe auch D1: S 1013 Spalte 1 Abs 9). Aus 
demselben Grunde sind auch die Anspruche 12 und 13 nicht neu; denn Proteine 
zur Herstellung eines Medikamentes respektive Vakzins sind allgemein bekannt. 

1.2 Anspruch 1 ist neu, da keines der verfugbaren Dokumente ein Verfahren zur 
Identifikation von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten offenbart, das die 
Stimulation durch Peptide oder Proteinfragmente bei einer kurzen Inkubationszeit, 
die eine Selektion und Proliferation der T-Zellen nicht ermoglicht, umfaGt. 
Entsprechend sind auch die abhangigen Anspruche 2-8 neu. 

2 Erfinderische Tatiakeit (Art 33(3)PCD: 

Anspruch 1 scheint aus folgenden Grunden erfinderisch zu sein: 
D1, das als nachster Stand der Technik angesehen wird, unterscheidet sich vom 
Gegenstand des Anspruchs 1 in der Stimulationsdauer: Wahrend gemaB D1 die 
Zellen fur 40 h mit dem Antigengemisch inkubiert werden, ist die 
Stimulationsdauer gemaB Anspruch 1 so kurz, daB eine Selektion und 
Proliferation der T-Zellen nicht erfolgt, was gleichbedeutend ist mit einer 
Stimulationsdauer von weniger als 24 h. 

Die Aufgabe, die in Anspruch 1 gelost wird, kann demnach darin gesehen werden, 
ein einfaches und schnelleres Verfahren bereitzusteflen. 
Im verfugbaren relevanten Stand der Technik gibt es keinen Hinweis, der die 
Messung der T-Zell Zytokine und/oder eines Aktivierungsmarkers nach dieser 
kurzen Stimulation nahelegt. Aus demselben Grund scheinen auch die 
abhangigen Anspruche 2-8 erfinderisch zu sein. 

TeilVII: 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 
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Patentanspruche 



Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimutierenden Proteinfragmenten, die 
folgenden Schritte umfassend: 

a) Ermitteln der Aminosauresequenz eines Antigens, 

welches ein Protein oder Peptid ist, 

b) Unterteilen der gefundenen Aminosauresequenz des Antigens in 
Proteinfragmente, 

c) Synthetisieren von mindestens einem Proteinfragment mit einer Lange 
von 8 bis 30 Aminosauren oder Spalten der Aminosauresequenz des 
Antigens zu mindestens einem Proteinfragment mit einer Lange von 8 
bis 30 Aminosauren, 

dabei ist das Proteinfragment eine Teilsequenz der ermittelten 
Aminosauresequenz des Antigens, 

d) Inkubieren einer T-Zellen enthaltenden Suspension mit dem oder den 
Proteinfragmenten in Versuchsansatzen, 

e) Identifizieren 

(i) von mindestens einem T-Zell-Zytokin, 

das durch das oder die Proteinfragmente induziert und in den T- 
ZeNen synthetisiert wurde, 

dabei liegen das oder die T-Zell-Zytokine intrazellular oder an die 
Zelimembran gebunden vor, 
und / oder 

(ii) von mindestens einem aufgrund der T-Zellstimulation durch das 
oder die Proteinfragmente exprimierten oder in seiner Expression 
gesteigerten Aktivierungsmarker, der durch das oder die 
Proteinfragmente induziert oder in seiner Expression gesteigert 
wurde und in den T-Zellen exprimiert wird, 

dabei kann der Aktivierungsmarker intrazellular vorliegen oder 

auf der Zelloberflache exprimiert sein 
dabei werden das oder die T-Zell-Zytokine oder Aktivierungsmarker 
durchflufizytometrisch identifiziert, und 

f) Zuordnen der Versuchsansatze, bei denen T-Zellen stimutiert wurden 
und diese T-Zell-Stimulation durch das Identifizieren von einem T-Zell- 
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Zytokin Oder mehreren T-Zell-Zytokinen und / oder einem oder mehreren 
Aktivierungsmarkern erkannt wurde, zu der oder den 
Aminosauresequenzen der Proteinfragmente, welche mit den T-Zellen 
inkubiert wurden, 
dadurch gekennzeichnet, 
daft die Inkubationszeit so lang ist, 

daft das oder die Proteinfragmente von den MHC Molekulen, 

die sich auf der Zelloberflache befinden, 
ausreichend aufgenommen werden, 

wobei die Aufnahme dann ausreichend ist, 

wenn eine eindeutige Identifizierung stimulierter T-Zellen mbglich 

ist, 

und, 

daft die Inkubationszeit der T-Zellen enthaltenden Suspension mit dem oder den 
Proteinfragmenten so kurz ist, 

daft eine Selektion und Proliferation, die mit einer gezielten Eliminierung 

bestimmter T-Zellen einhergeht, nicht erfolgt. 
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Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
Anspruch 1, wobei das Identifizieren von mindestens einem T-Zeli-Zytokin Oder 
Aktivierungsmarker auf der Einzelzell-Ebene erfolgt. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die T-Zellen enthaltende Suspen- 
sionen Zellen enthalten, 

die das Proteinfragment im wesentlichen an MHC-Klasse-I oder Klasse- 

ll-Molekule gebunden prasentieren. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei das Proteinfragment bei der Klasse I 
restringierten Presentation 9 bis 11 Aminosauren umfafit und das 
Proteinfragment bei der Klasse II restringierten Presentation mindestens 11 
Aminosauren umfafit. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die T-Zellen enthaltende Suspension 
eine Suspension ist aus 

Vollblut, peripheren weifien Blutzellen (PWBC), Milzzellen, Thymuszellen, 
Knochenmark, Liquor und / oder aus Lymphknotenzellen. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zeli-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die T-Zellen enthaltende Suspension 
aus den Patienten, die therapiert werden sollen, aus Spendern oder aus Tieren 
stammen. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die Antigene, welche Proteine oder 
Peptide sind aus mehrzelligen Eukaryoten, aus Zellen, Zellkulturen und / oder 
Geweben von Spendern oder Patienten stammen. 
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Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die T-Zell-Zytokine vom Typ Interferon- 
y, TNF-a oder Interleukin 2 sind. 

Verfahren zum HersteNen von einem Proteinfragment/Peptid, das T-Zell- 
stimulierend ist und dessen Aminosauresequenz bzw. ausgangliche 
Aminosauresequenz nach dem Verfahren zum Identifizieren von T-Zell- 
stimulierenden Proteinfragmenten gemafi einem der vorherigen Anspruche 1 
bis 8 gefunden worden ist, 

wobei das Proteinfragment/Peptid mit der Festphasenmethode, der 
Flussigphasenmethode oder mittels der Proteinbiosynthese in einem Wirt 
hergestellt wird. 

Verfahren zur Herstellung eines Proteinfragmentes/Peptides nach Anspuch 9, 
dabei weist das Proteinfragment/Peptid insertionen, Deletionen oder 
Substituierungen auf (Modifikationen), wobei eine, zwei, drei oder mehrere 
Aminosauren ausgetauscht, deletiert oder inseriert sind, 

wobei das mbdifizierte Proteinfragment/Peptid im wesentlichen dieselbe 
Funktion bezuglich der Stimulation von T - Zellen aufweist, die das nicht 
modifizierte Proteinfragment/Peptid besitzt. 

Verfahren zur Herstellung eines Proteinfragmentes/Peptides nach Anspruch 9 
oder 10, 

wobei das Proteinfragment / Pepttd am N-terminalen und / oder C-terminalen 
Ende mindestens eine weitere naturliche oder nichtnaturliche Aminosaure und / 
oder eine Schutzgruppe besitzt (erweiterte Modifizierung), 

wobei das erweitert modifizierte Proteinfragment/Peptid im wesentlichen 
dieselbe Funktion bezuglich der Stimulation von T - Zellen aufweist, die das 
nicht modifizierte Proteinfragment/Peptid besitzt. 
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Verwendung von einen Proteinfragment/Peptid, das nach dem Verfahren 
gemafi einem der vorherigen Anspruche 9 bis 11 hergestellt worden ist, zur 
Herstellung eines Medika merits zur Immunstimulation. 



Verwendung von einem Proteinfragment/Peptid nach Anspruch 12, wobei die 
Immunstimulation eine Vakzinierung oder Desensibilisierung ist. 
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(54) Title: METHOD FOR IDENTIFYING T-CELL STIMULATING PROTEIN FRAGMENTS 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM IDENTIFIZIEREN VON T-ZELL-STI MULIERENDEN PROTEINFRAGMENTEN 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for identifying T-cell stimulating protein fragments using the following steps: a) detecting the 
amino acid sequence of an antigen; b) subdividing the found amino acid sequence of the antigen into protein fragments; c) synthesizing 
at least one protein fragment; d) incubating a suspension containing t-cells with the protein fragments; e) identifying an induced T-cell 
cytokine or activation marker by flow-through cytometry, and; f) assigning the T-cells, with which T-cell cytokines and/or activation 
markers were identified, to the protein fragments which were incubated with the T-cells. The corresponding protein fragments/peptides 
are synthetically produced with the assistance of the detected positive sequence, and said corresponding protein, fragments/peptides can be 
utilized to produce a medicament for immunostimulation. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinf ragmen ten mit den folgenden Schritten: a) 
Ermitteln der Aminosauresequenz eines Antigens, b) Unterteilen der gefundenen Aminosauresequenz des Antigens in Proteinf ragmen te, c) 
Synthetisieren von mindestens einem Proteinf ragmen t, d) Inkubieren einerT-Zellen enthaltenden Suspension mit den Proteinf ragmenten, e) 
Identifizieren von einem induzierten T-Zell-Zytokin oder Aktivierungsmarker, durch Durchflusszytometrie, und 0 Zuordnen derT-Zellen, 
bei denen T-Zell-Zytokine und/oder Aktivierungsmarker identifiziert wurden, zu den Proteinfragmenten, welche mit den T-Zellen inkubiert 
wurden. Mit Hilfe der ermittelten positiven Sequenz werden die entsprechenden Proteinfragmente/Peptide synthetisch hergestellt und lassen 
sich zur Herstellung eines Medikamentes zur Immunstimulation verwenden. 
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V rfahr n zum Id ntifizieren von T-Zell- 
stimuli r nd n Prot infragm nt n 

Die Erfindung umfaSt ein Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierend n 
5 Proteinfragmenten mit Hilfe einer T-Zell-lnduktion, ein Verfahren zur Herstellung von 
Proteinfragmenten mit einer Sequenz, die mit dem erfindungsgemaSen Verfahren 
gefunden wurde, und eine Verwendung dieser Proteinfragmente zur 
Immunstimulation. 

10 Stand der Technik 

Die T-Zell-stimuiierenden Proteinfragmente umfassen T-Zell-Epitope, die von T-Zell- 
Rezeptoren spezifisch erkannt werden und mittels dieser Erkennung unter anderem 
die T-Zellen zur Biosynthese von Zytokinen, die ubiicher Weise sekretiert werden, 
15 anregen. 

Ein bekanntes Verfahren zur Identifizierung von T-Zell stimulierenden 
Proteinfragmenten besteht darin, da& ein Protein, dessen Aminosaure-Sequenz 
bekannt ist, in einzelne uberlappende Proteinfragmente aufgeteilt wird. Die 

20 entsprechenden synthetisch hergestellten Proteinfragmente werden einzeln Oder in 
Gruppen mit T-Zellen inkubiert. Nach ein bis drei Wochen liegen gegebenenfaNs Zell- 
Linien oder Zell-Klone vor f die spezifisch durch das bzw. mindestens eines der 
eingesetzten Proteinfragment stimuliert werden konnten. Die SpezifitSt dieser Linien 
oder Klone kann durch Zytotoxizitatstestung an ensprechenden Zielzellen (engl.: 

25 target cells) nachgewiesen werden. Aufgrund der Versuchsanordnung konnen die 
stimulierten Zeil-Linien oder Zell-Klone den entsprechenden T-Zell stimulierenden 
Proteinfragmenten zugeordnet werden. Diese Methode ist ausfuhriich in P. WALDEN 
et al. (1996) Current Opinion in Immunology, Vol. 8, pp 68-74 beschrieben. Altemativ 
kann die Proliferation von Zellen nach 1 Woche durch Inkorporation von 3H-Thymidin 

30 bestimmt werden, was aber mit gro&erer Unspezifitat behaftet ist. 

Nachteil dieser beiden Methoden ist der hohe apparative, personelle und zeitliche 
Aufwand. Aufierdem ist es wahrscheiniich, dafc stimulierte T-Zellen wShrend der 
langen Inkubationszeit absterben, z.B. durch den aktivierungsinduzierten, 
programmierten Zelltod (Apoptose) und falsch negative Ergebnisse daraus resultieren. 
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Ein Verfahren zur durchfluBzytometrischen Identifizierung von Antigen-spezifischen T- 
Zellen nach S. L. WALDROP et al., (1997) Determination of antigen-specific 
memory/effector CD4+ T cell frequencies by flow cytometry: evidence for a novel 
antigen-specific homeostatic mechanism in HIV-associated immunodeficiency. J Clin. 
5 Invest. Vol 99, pp 1739-1750 besteht darin, da& Proteine als Antigen mit peripheren 
mononuklearen Zellen (PBMC = peripheral blood mononuclear cells) inkubiert 
werden. Dabei werden diese Proteine von Antigen-prasentierenden Zellen prozessiert 
und prasentiert. Diese Prozessierung fuhrt zu Proteinfragmenten, mit welchen MHC- 
Klasse-ll-Molekule beladen werden und dann zur Zelloberflache gelangen 

10 (AntigenprSsentation). Die durch die Erkennung von Proteinfragmenten jeweils 
stimulierten T-Zellen werden durchfluGzytometrisch identifiziert. Dabei ist es weder 
Moglich die stimulierenden Proteinframente zu ermitteln, noch die spezifisch 
induzierten T-Zellen den induzierenden Proteinfragmenten zuzuordnen. Aufgabe 
dieser Versuchsanordnung ist es vor allem, festzustellen, ob MHC-Klasse-I! 

1 5 prasentierte Epitope in einem Protein oder komplexen Antigen vorhanden sind bzw. ob 
ein Individuum gegen solche moglicherweise oder bekanntermaBen vorhanden n 
Epitope spezifische MHC-Klasse-ll restringierte T-Zellen besitzt und wie hoch die 
Frequenz dieser Zellen ist (Quantifizierung der antigenspezifischen T-Zellen). 
ZusatzJich lassen sich weitere Eigenschaften der stimulierten T-Zellen ermitt In 

20 (OberflSchenmarker etc.). Aber, weder die Aminosaure-Sequenz vorhandener Epitope 
noch die Haufigkeit solcher Epitope ISRt sich ermitteln. 

Aufgabe und Ltisung 

25 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren anzubieten, mit dem Proteinfrag- 
mente, deren Aminosaure-Sequenzen bekannt sind, in kurzer Zeit als stimulierende 
Proteinfragmente identifiziert werden konnen. Dabei soil die Methode auch bei kleiner 
Anzahl an T-Zellen arbeiten, ohne daS T-Zell-Linien oder -Klone zur Verfugung stehen 
30 mussen. Weiterhin soli es moglich sein, aus einer grofien Anzahl an 
Proteinfragmenten, diejenigen herauszufinden, welche T-Zellen stimulieren. 
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Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahr n zum Id ntifizi ren von T-Z ll-stimulie- 
renden Proteinfragmenten, die folgenden Schritte umfassend: 

a) Ermitteln der Aminosauresequenz eines Antigens, 
welches ein Protein Oder Peptid ist, 
5 b) Unterteilen der gefundenen Aminosauresequenz des Antigens in 

Proteinfragmente, 

c) Synthetisieren von mindestens einem Proteinfragment mit einer Lange 
von 8 bis 30 Aminosauren Oder Spalten der Aminosauresequenz des 
Antigens zu mindestens einem Proteinfragment mit einer Lange von 8 

1 0 bis 30 Aminosauren, 

dabei ist das Proteinfragment eine Teilsequenz der ermittelten 
Aminosauresequenz des Antigens, 

d) Inkubieren einer T-Zellen enthaltenden Suspension mit dem oder den 
Proteinfragmenten in Versuchsansatzen, 

15 e) Identifizieren 

(i) von mindestens einem T-Zell-Zytokin, 

das durch das oder die Proteinfragmente induziert und in den T- 
Zellen synthetisiert wurde, 

dabei liegen das oder die T-Zell-Zytokine intrazellular oder an die 
20 Zellmembran gebunden vor, 

und / oder 

(ii) von mindestens einem Aktivierungsmarker, der durch das oder 
die Proteinfragmente induziert oder in seiner Expression 
gesteigert wurde und in den T-Zellen exprimiert wird, 

25 dabei kann der Aktivierungsmarker intrazellular vorliegen oder 

auf der Zelloberflache exprimiert sein 
dabei werden das oder die T-Zell-Zytokine oder Aktivierungsmarker 
durchfluBzytometrisch identifiziert, und 
f) Zuordnen der VersuchsansStze, bei denen T-Zellen stimuliert wurden 

30 und diese T-Zell-Stimulation durch das Identifizieren von einem T-Zell- 

Zytokin oder mehreren T-Zell-Zytokinen und / oder einem oder 
mehreren Aktivierungsmarkem erkannt wurde, zu der oder den 
Aminosauresequenzen der Proteinfragmente, welche mit den T-Zellen 
inkubiert wurden. 

35 
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Vorteile: 

Der Vorteil dieses erfindungsgemaBen Verfahrens b steht darin, da(J innerhalb von 
s hr kurzer Zeit und im Vergleich zur konventionellen Method mit sehr g ringem 
Aufwand ein bezuglich der Sequenz bekanntes Proteinfragment als ein T-Zelt 
5 stimulierendes Proteinfragment identifiziert werden kann. Die Zeit zwischen erster 
Inkubation von T-Zellen und durchfluBzytometrischer Auswertung kann sechs Stunden 
betragen. Dabei konnen kleinste Zell-Zahlen ausreichen. Wenn mit einer Anzahl von 1 
• 10 6 peripheren wei&en Blutzellen gestartet wird, kann zweifelsfrei eine positive 
Antwort noch festgestellt werden, wenn 0,1% der Ausgangs-T-Zellzahl stimulierte T- 

10 Zellen sind. Dagegen bendtigt die klassische Methode eine Zellzahl von etwa 8 • 10 6 
peripheren wei&en Blutzellen je Proteinfragment Oder Mischung aus 
Proteinfragmenten, um anschliefcend einen Zytotoxizitatstest erfolgreich durchfuhren 
zu konnen. Das erfindungsgema&e Verfahren ist also ein Verfahren, welches mit 
hoher Effizienz zum T-Zell-Epitopmapping von Proteinantigenen eingesetzt werden 

15 kann. 

Weiterhin kdnnen Gemische aus frisch isolierten zellularen Blutzellen Oder 
Gewebezellen verwendet werden. T-Zell-Linien Oder T-Zell-KIone sind nicht fur dieses 
erfindungsgemS&e Verfahren notwendig. Hierdurch ergeben sich Zeitvorteile bei der 
Inkubation und weiterhin sehr wesentlich, ein Vorteil bezuglich der Viabilitat der T- 
20 Zellen, welche in der kurzen Inkubationszeit als gro&er Pool mit hoher Variabiiitat 
voriiegen. Eine Selektion und Proliferation, die mit einer gezielte Eliminierung 
bestimmter T-Zellen einhergeht, erfolgt aufgrund der kurzen Inkubationszeiten bei dem 
erfindungsgema&en Verfahren nicht 

Bevorzugt als Quelle der zu stimulierenden T-Zellen sind solche Spender, welche 
25 zuvor eine immunologische Primarantwort gegen das Antigen aufgebaut haben. Dies 
kann beispielsweise im Rahmen einer Infektion stattgefunden haben Oder auch im 
Rahmen einer Immunisierung. Auch bei einer Autoimmunantwort ist diese Situation 
gegeben. 

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dad der MHC-Typ des Spenders nicht bekannt sein 
30 muB. So werden zum Beispiel Proteinfragmente mit 9 Aminosauren aus einem Protein 

mit den T-Zellen inkubiert, ohne daS man den MHC-Typ des Blut-oder Zellspenders 

kennt. Dennoch lassen sich die T-Zell stimulierenden Proteinfragmente identifizieren. 

Somit ist zum Identifizieren des Epitops die Kenntnis des MHC-Typs nicht erforderlich. 

Beim klassischen Test mittels zytotoxischen T-Zell-Linien Oder Klonen mussen die 
35 Zielzell-Linien (Target-Zell-Linien) im MHC mit den Effektor-Zellen ubereinstimmen. 



WO 99/36568 PCT/DE99/00175 

5 

Das Erstellen v n Target-Zell-Linien aus Spenderblut bedeutet einen zusatzlichen 
materi Hen und zeitlichen Aufwand. 

Weiterhin kann mit dem erfindungsgemaa n Verfahren ine grolie Anzahl an Protein- 
fragmenten zur selben Zeit inkubiert werden. Geringe Zell-Zahlen und hochsensitive 
5 Detektion stimulierterT-Zellen erlauben eine zeitlich deutiich vorteilhafte Identifizierung 
der T-Zell stimulierenden Proteinfragmente. 

Da die Anzahl der zu untersuchenden Proteinfragmente aufgrund des geringen 
notwendigen Arbeitsaufwandes sehr hoch sein kann, ist es nicht notwendig mogliche 
Epitope mittels theoretischer Vorhersagen einzugrenzen. Die Epitope werden rein 
10 empirisch gefunden, und es konnen deshalb auch solche T-Zell-Epitope gefunden 
werden, die sich aufgrund einer theoretischen Voraussage nicht ergeben wiirden. 
Mit diesem Verfahren lassen sich leicht T-Zellen identifizieren, die spezifisch durch 
bestimmte ausgewahlte Proteinfragmente stimulierbar sind. 

T-Zell-stimulierende Proteinfragmente binden einerseits an definierte MHC-Molekuie 
15 und andererseits enthalten sie Aminosauresequenzen (Epitope), welche mit der 
Antigenbindungsregion des T-Zell-Rezeptors (Paratop) eine Bindung eingehen 
konnen. 

Die Begriffe Protein Oder Peptid haben als wesentliches Merkmal die Sequenz von 
mindestens neun Aminosauren. Dabei ist gleichgultig, wie die Sequenz ermittelt 

20 worden ist. So kann bei einem neuen Protein die Sequenz zum erstenmal analysiert 
werden oder bei bekannten Protein aus einer Datenbank abgelesen werden. Wichtig 
ist nur, daS die Aminosauresequenz des Proteinfragments bestimmt ist. Auch die 
Unterteilung der Protein-oder Peptidsequenz kann unterschiedlich ausfallen. So 
konnen die Proteinfragmente schrittweise mit der Variation von einer Aminosaure aus 

25 einem Protein abgeleitet werden. Andere Uberiappungen sind ebenfalls denkbar. Es 
handelt sich dabei um das klassische Verfahren eines Protein-Mappings. 
T-Zellen enthaltende Suspensionen im Sinne dieser Anmeldung zeichnen sich 
dadurch aus, da& sie Zellen enthalten, welche MHC-gebundene Peptide prasentieren 
konnen. So konnen die prasentierenden Zellen neben den Antigen-prasentierenden 

30 Zellen auch zum Beispiel T-Zellen sein. 

Weitere Ausfuhrungsformen 

Vorteilhaft ist das erfindungsgemSBe Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
35 lierenden Proteinfragmenten, da das Identifizieren von mindestens einem 
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T-Zell-Zytokin oder Aktivierungsmark r auf d r Einz Izell-Eben erfolgt. Schon kleinst 
Mengen an T-Zell n, w tch Zyt kine intraz llular Oder an die Zellmembran g bunden 
enthalten, reichen aus. 

5 Bevorzugt ist ein erfindungsgemalJes Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
lierenden Proteinfragmenten, bei dem die T-Zellen enthaltenden Suspensionen Zellen 
enthalten, die das Proteinfragment im wesentlichen mit MHC-Klasse-I Oder- 1 1 (Haupt 
Histokompatibillitats Kompfex, MHC = Major Histocompatibility Complex) prasentieren. 
Neben den zur Verankerung in der Spalte des MHC-Molekuls dienenden 
1 0 Aminosauren (Bindungsanker) mussen bestimmte Sequenzen vorhanden sein, die von 
einem T-Zell-Rezeptor spezifisch erkannt werden (T-Zell-Epitope), damit das 
Proteinfragment ais T-Zell-Epitop funktioniert 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemaSes Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
lierenden Proteinfragmenten, bei dem das Proteinfragment bei der Klasse I restringier- 

15 ten Presentation 9 bis 11 Aminosauren umfaSt und das Proteinfragment bei der 
Klasse II restringierten Presentation mindestens 11 Aminosauren umfa&t Es ist 
bekannt, dad an Molekule der MHC-Klasse I (MHC = Major Histocompatibility 
Complex) bindende Proteinfragmente in der Regel eine Lange von 9 Aminosauren 
aufweisen, wahrend Proteinfragmente, welche an MHC-Klasse II Molekule binden, 

20 etwas langer und in der Lange starker variabel sind. 

Vorteilhaft ist, daB die Proteinfragmente trotz der kurzen Inkubationszeit von den 
MHC-Molekulen, die sich auf der Zelloberflache befinden, ausreichend aufgenommen 
werden, um eine eindeutige Identifizierung stimulierter T-Zellen nach zum Beispiel 
sechs Stunden zu ermoglichen. Werden werterhin kurze Proteinfragmente (Klasse I 

25 mit 9 Aminosauren und Klasse II mit vorzugsweise 11-15 Aminosauren) verwendet, 
la&t sich das in einer stimutierenden Aminosauresequenz vorhandene Epitop maximal 
eingrenzen. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemalies Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
30 lierenden Proteinfragmenten, bei dem die T-Zellen enthaltende Suspension eine 
Suspension ist aus Vollblut, peripheren weiGen Blutzellen (PWBC), Milzzellen, 
Thymuszellen, Knochenmark, Liquor und / oder aus Lymphknotenzellen. Das 
V rfahren wird erheblich dadurch vereinfacht, daS die T-Zellen enthalt nden 
Susp nsion n aus unterschiedlichster Quelle stammen konnen. Weiterhin ist 
35 besonders vorteilhaft, dad eine Aufarbeitung der T-Zellen nicht erford rlich ist. So 
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mussen die T-Zellen nicht angereich rt werd n, w iterhin ist ein Entfernen Oder 
Zerstoren von anderen Zellen nicht notwendig. Hierdurch la&t sich das 
erfindungsgemaBe V rfahren infach r routinemaBig handhaben. Das Verfahren ist 
nicht so storanfallig durch Kulturbedingungen, Kontaminationen, kulturbedingte 
5 Selektionen und Selektionieaing von spezifischen Klonen wie das konventionelle 
Verfahren. Ein representatives Bild von T-Zellen allgemein und T-Zellen, die durch 
Proteinfragmente stimuliert werden, la&t sich mit diesem Verfahren ermitteln. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemSBes Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
lierenden Proteinfragmenten, bei dem die T-Zellen enthaltende Suspension aus den 
Patienten, die therapiert werden sollen, aus Spendem Oder aus Tieren stammen. 
Stammt die T-Zellen enthaltende Suspension aus einem Patienten, so laBt sich mit der 
Identifizierung zum Beispiel feststellen, gegen welches Proteinfragment/Epitop eines 
Virus-Antigens sich eine T-Zell-Antwort induzieren la&t. Ein solches 
Proteinfragment/Epitop kann dann zur Stimulation weiterer T-Zellen des Patienten 
gezielt eingesetzt werden. Die so induzierten und zur Proliferation angeregten Zellen 
konnen so expandiert und anschlieBend dem Patienten retranfusioniert werden. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren laBt sich auch in der Tiermedizin verwenden. Dabei 
sind unterschiedlichste Tierarten und auch Konstellationen von Tierpatienten und 
Spendem als Quelle der T-Zellen enthaltenden Suspension denkbar. 

Vorteilhafl ist ein erfindungsgemaBes Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
lierenden Proteinfragmenten, bei dem die Antigene, welche Proteine Oder Peptide 
sind, aus Mikroorganismen, aus Makroorganismen, aus Zellen, Zellkulturen und / Oder 
25 Geweben von Spendem oder Patienten stammen. Mikroorganismen sind zum Beispiel 
Viren, Bakterien, Pilze, Einzeller, Parasiten. Unter Makroorganismen fallen zum 
Beispiel alle mehrzelligen Eukaryoten. Gerade diese Quelle ist fur die Beeinfiussung 
von Allergien wichtig. Hierunter fallen Tiere und Pflanzen. Es konnen Zellen, 
Zellkulturen Oder auch ganze Gewebe bestehend aus einer oder mehreren Schichten 
30 oder Zell-Typen verwendet werden. 



10 



15 



20 



Bevorzugt ist ein erfindungsgemSBes Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
lier nden Proteinfragmenten, b i dem die T-Zell-Zytokine vom Typ Interferon-?, TNF-a 
(Tumor-Nekrose-Faktor-alpha) oder Interieukin 2 sind. Jedoch sind auch andere 
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Zytokine m'glich. Hier ist allein von Bed utung, dafc diese Zytokine 
fluoreszenzmarkiert werden konnen. 

Auch konnen Aktivierungsmarker identifiziert werd n, die aufgrund der T-Zell- 
Stimulation durch die Proteinfragmente exprimiert oder in der Expression gesteigert 
5 werden. Der Marker CD69 ist hierfur beispielhaft. Beim identifizieren von 
Aktivierungsmarkem die sich auf der Zelloberflache befinden oder nicht sekretiert 
werden ist gegebenenfalls die Inhibition der Sekretion nicht mehr erforderlich. 
Zytokine und OberflSchenmarker sind ausfuhrlich beschrieben in Abul K. ABBAS et at. 
(1997) Cellular and Molecular Immunology, Philadelphia, 3. Auflage, ISBN 0-7216- 
10 4024-9. 

Mehr bevorzugt ist ein erfindungsgema&es Verfahren zum Identifizieren von T-Zell- 
stimulierenden Proteinfragmenten, bei dem die T-Zell-Zytokine nach einer Inhibition 
der Sekretion intrazellular vorliegen. Bedeutsam ist, da& die erfolgte Stimulation 
15 eindeutig T-Zellen zuzuordnen ist. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgema&es Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimu- 
lierenden Proteinfragmenten, wobei die Stimulation mittels eines DurchfluRzytometers 
erfaSt wind Wesentlich ist dabei das Prinzip, daG Marker, die sich in der Zelle oder auf 

20 deren Oberflache befinden, wie beispielsweise Zytokine oder Oberflachenmarker mit 
einem spezifischen Detektor, zum Beispiel einem Antikorper in Kontakt treten, wobei 
der Detektor mit einem Fluoreszenzfarbstoff betaden ist. Nach Anregung dieses 
Fluoreszenzfarbstoffes auf den in einem Flussigkeitsstrom fokussierten Zellen durch 
Laserficht zeichnet das Durchflu&zytometer die emittierten Streulicht und 

25 Fluoreszenzsignale auf, was die zettgleiche oder spatere Analyse der Zellen 
ermoglicht Ausfuhrlich sind solche Techniken beschreiben in Howard M. SHAPIRO 
(1995) Practica! Flow Cytometry, New York, 3. Auflage, ISBN 0-471-30376-3. Die 
Detektion der intrazeliularen Zytokine ist beschrieben in L. J. PICKER et al. (1995) 
Blood, Vol. 86, pp 1408. 

30 

Herstellung von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten 

Die Erfindung umfaBt weiterhin ein Verfahren zur Herstellung ines Proteinfrag- 
mentes/Peptides, das T-Z il-stimulierend ist und dessen Aminosaures quenz oder 
35 ausgangliche Aminosauresequenz nach dem erfindungsgemaSen Verfahren zum 
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td ntifizieren von T-Zell-stimulierenden Pr t infragm nt n g funden word n ist, wobei 
das Proteinfragment/Peptid mit der F stphasenmeth de, der Flussigphasenmethode 
Oder mittels der Proteinbiosynthese in einem Wirt hergestellt wird. 
Festphasen-Synthese: Die Festphasen-Synthese ist ausfuhrlich beschreiben in Solid 
5 Phase Synthesis, E. ATHERTON and R.C. SHEPPARD (1989) IRL Press, ISBN 1- 
85221-133-4 und Amino Acid and Peptide Syntheses, J. JONES, Oxford Science 
Publication (1992) ISBN 0-19-855668-3. 

Flussigphasen-Synthese: Die Flussigphasen-Synthese Oder Losungstechnik ist in 
Methoden der Organischen Chemie (HOUBEN/WEYL), Bd. 15 / Nr. 1 und 2, E. 
10 WUNSCH (Herausgeber), Thieme Veriag Stuttgart, 1974 dargestellt. 

Vorteilhaft ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung eines Proteinfrag- 
mentes/Peptides, das T-Zell-stimulierend ist und dessen AminosSuresequenz oder 
ausgangliche Aminosauresequenz nach dem erfindungsgemSRen Verfahren zum 

1 5 Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten gefunden worden ist, wobei 
das Proteinfragment/Peptid mit der Festphasenmethode, der Flussigphasenmethode 
oder mittels der Proteinbiosynthese in einem Wirt hergestellt wird, dabei weist das 
Proteinfragment/Peptid Insertionen, Deletionen oder Substituierungen auf 
(Modifikationen), wobei eine, zwei, drei oder mehrere AminosSuren ausgetauscht, 

20 deletiert oder inseriert sind, 

wobei das modifizierte Proteinfragment/Peptid im wesentlichen dieselbe Funktion 
bezuglich der Stimulation von T - Zellen aufweist, die das nicht modifizierte 
Proteinfragment/Peptid besitzt 

25 Besonders vorteilhaft ist ein Verfahren zur Herstellung eines Proteinfrag- 
mentes/Peptides der vorherigen Art, 

wobei das Proteinfragment / Peptid am N-terminalen und / oder C-terminalen Ende 
mindestens eine weitere naturiiche oder nichtnaturiiche Aminosaure und / Oder eine 
Schutzgruppe besitzt (erweiterte Modifizierung), wobei das erweitert modifizierte 
30 Proteinfragment/Peptid im wesentlichen dieselbe Funktion bezuglich der Stimulation 
von T - Zellen aufweist, die das nicht modifizierte Proteinfragment/Peptid besitzt. 

Abkurzungen: Die im Text verwendeten Abkurzungen sind durch die Regeln bestimmt, 
die von der IUPAC-IUB Kommission fur biochemische Nomenklatur festgelegt worden 
35 sind (Bioch mistry 11: 1726 (1972) und Biochem. J. 219: 345 (1984)). Folgende 
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ublich Abkurzungen werden verwendet: Ala = A = Alanin; Arg = R= Arginin; Asn =N = 
Asparagin; Cys = C = Cystein; Gin = Q = Glutamin; Glu = E = Glutaminsaure; Gly = G 
= Glycin; His = H = Histidin; lie = I = Isoleucin; Leu = L = Leuctn; Lys = K = Lysin; Met 
= M = Methionin; Phe = F = Phenylalanin; Pro = P = Prolin; Ser = S = Serin; Thr =T = 
5 Threonin; Trp = W = Tryptophan; Tyr = Y = Tyrosin und Val = V = Valin. 

Vorteilhaft ist, wenn die Proteinfragmente, die an MHC-Klasse-ll-Molekule gebunden 
prasentiert werden, je nach Ende, Amino-Schutzgruppen oder Carboxyl- 
Schutzgruppen oder deren Varianten aufweisen. 

10 Die Schutzgruppe oder deren Varianten fur den N-Terminus kann bestehen aus: 

Aikyh Aryh Alkylaryl-, Aralkyl-, Alkylcarbonyl-oder Arylcarbonylgruppen mit 1 bis 10 
Kohlenstoffatomen, bevorzugt sind Naphthoyl-, Naphthylacetyl-, Naphthylpropionyl-, 
Benzoylgruppe oder einer Acylgruppe mit 1 bis 7 Kohlenstoffatomen. 
Die Schutzgruppe oder deren Varianten fur den C-Terminus konnen bestehen aus; 

15 Einer Alkoxy-oder Aryloxygruppe mit 1 bis 10 Kohlenstoffatomen oder aus einer 
Aminogruppe. 

Verwendung von T-Zell-stimuiierenden Proteinfragmenten als Medikament 

20 

Besonders bevorzugt ist die Verwendung von einem Proteinfragment/Peptid, dessen 
Aminosauresequenz bzw. ausgSngliche Aminosauresequenz nach dem 
erfindungsgemaSen Verfahren zur Identifikation T-Zellervstimulierender 
Proteinfragmente gefunden wurde und welches nach dem erfindungsgemafSen 
25 Herstellungsverfahren produziert worden ist, zur Herstellung eines Medikaments zur 
Immunstimulation. 

Am meisten bevorzugt ist die Verwendung eines Proteinfragmentes/Peptides, wobei 
die Immunstimulation eine Vakzinierung oder Desensibilisierung ist. 

30 Die Vakzinierung besteht darin, daS als Antigen Proteine von Viren, Bakterien 
eukaryotischen Einzellem oder Vielzellem nach der Ermittlung ihrer Sequenz in 
Proteinfragmente aufgeteilt werden, die gemSS der Erfindung zu T-Zell-enthaltenden 
Suspensionen gegeben werden. Die p sitiven Ansatze, in denen sich ein T-Zell- 
stimulierendes Proteinfragment befindet, werden als Ausgangspunkt fur die 

35 Herstellung einer Vakzine verwendet. 
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Die Desensibilisierung besteht darin, daR Proteinfragm nte/P ptide ermittelt ward n t 
die die un rwunschte, immunologisch Reaktion auslosen. AnschlieRend werden die 
T-Zell-stimuli renden Proteinfragmente/Peptide bzw. die daraus entsprechend dem 
Herstellungsverfahren hergestellten Medikamente dem Patienten verabreicht. Der 
5 jeweils gewunschte Effekt (Stimulation Oder Desensibilisierung) wird uber die Art und 
den Ort der Anwendung sowie die Dosis (z.B. Hochdosis-oder 
Niedrigdosistoleranzinduktion) und die begleitende Verabreichung beispielweise 
stimulierender oder tolerisierender Zytokine Oder ahnlicher immunmodulatorisch 
aktiver Medikamente erreicht bzw. verstarkt. Proteinfragmente, die nicht nach diesem 

10 erfindungsgemSBen Verfahren aufgefunden worden sind, wurden bereits erfolgreich 
als Medikamente eingesetzt, so z.B. bei der Vakzinierung von Rindern gegen Maul- 
und Klauenseuche (Collen et al.; J Immunol 1991; 146:749-755). Das in unserem 
Beispiel identifizierte Peptid wurde parallel durch konventionelle Technik von einer 
anderen Gruppe gefunden und befindet sich als Vakzine in Erprobung (Diamond et al. 

15 Blood 1997; 5:1751-1767). 
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Beispi I 



Beispiel 1 



(Siehe Abbildung 1/2). 



5 



MononukleaTe Zellen wurden aus dem durch venose Punktion gewonnenen 
peripheren Blut einer HLA-typisierten Patientin prapariert, welche das MHC-Klasse-I 
Allel HLA-A*0201 besaS. Die Patientin besaB auBerdem Antikorper gegen das 
humane Cytomegalie-Virus. Die nach Standardmethode praparierten Zellen wurden 

10 fur sechs Stunden unter optimierten Bedingungen mit den unten angegebenen 
Peptiden inkubiert. Diese stellen Bruchstucke eines aus der Literatur bekannten 
Proteinfragmentes des pp 65-Proteins des humanen Cytomegalie-Virus (Swiss-Prot 
P06725) von 15 Aminosauren Lange dar (Ala Arg Asn Leu Val Pro Met Val Ala Thr 
Val Gin Gly Gin Asn, PP65493.507). Dieses Proteinfragment ist bekannt dafur, dafc es in 

15 der Bulk-Kultur HLA-A2 restringierte, zytotoxische T-Zellen induzieren kann, also ein 
mit HLA-A2 prasentiertes T-Zell-Epitop enthSIt (M. R. WILLS et al. (1996) J. Virol. Vol. 
70, pp 7569-5779). Die Lange von 9 Aminosauren fur die zu testende Bruchstucke 
wurde gewShlt, da dieses die typische Lange von Epitopen ist, welche mit MHC- 
Klasse-I-Molekulen prasentiert werden (H. G. RAMMENSEE et al. (1995) 

20 Immunogenetics, Vol 41, pp 178-228). Die verwendeten Peptide uberlappen sich urn 
jeweils 8 Aminosauren und stellen somit alle moglichen Bruchstucke dieser Lange dar. 
Die Peptide wurden als Mischung aus alien Peptiden Oder einzeln eingesetzt. Die 
Peptidkonzentration im gezeigten Beispiel betrug 1 ug/ml je Peptid. 
Folgenden Peptide wurden eingesetzt: 

25 1) Ala Arg Asn Leu Val Pro Met Val Ala 



Die Inkubation mit der Mischung aus alien Peptiden (Abbildung: Diagramm ob n links) 
sowie P ptid 3 allein (Abbildung: Diagramm in der Mitte, zweites von oben) fuhrten zur 
35 Produktion von IFN-y in T-Zellen, welches durch Messung am DurchffuSzytom ter auf 



30 



2) 
3) 
4) 
5) 
6) 
7) 



Arg Asn Leu Val Pro Met Val Ala Thr 
Asn Leu Val Pro Met Val Ala Thr Val 
Leu Val pro Met Val Ala Thr Val Gin 
Val pro Met Val Ala Thr Val Gin Gly 
pro Met Val Ala Thr Val Gin Gly Gin 
Met Val Ala Thr Val Gin Gly Gin Asn 
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Einzel-Zelleben (J. L. PICKER et al., (1995) Blood, Vol 86, pp 1408-1419) 
nachgewiesen wurde, Keines der anderen einzeln g testet n Peptide hatt diesen 
Effekt. Ein in der Literatur veroffentlichte Untersuchung identifizierte exakt das 
gleiche Epitop innerhalb des gleichen Proteinsegments durch konventionelle 
5 Methoden und bestatigt unser Ergebnis eindeutig (D. J. DIAMOND et al. (1997) Blood, 
Vol 90, pp 1751-1767). 

Legende zur Abbildung 1/2: 

Detektion von intrazellular voriiegendem Interferon-y in CD8 + T-Lymphozyten nach 
10 Stimulation mit der Mischung aus den 7 angegebenen Peptiden (Oben, ganz links) 
beziehungsweise den einzelnen Peptiden, pp65 493 .5oi bis PP65499.50/. Der Marker CD69 
wurde als Aktivierungsmarker verwendet. Die Darstellung ist auf CD37CD8* 
Ereignisse eingegrenzt, angegeben ist die mittlere Fluoreszenzintensitat. 

15 Beispiel2 

(Siehe Abbildung 2/2) 

Mononukleare Zellen wurden aus dem durch venose Punktion gewonnenen 

20 peripheren Blut einer HLA-typisierten Patientin prapariert, welche das MHC-Klasse-ll 
Allel HLA-DR11 besafc. Die Patientin besafi au&erdem Antikorper gegen das humane 
Cytomegalie-Virus. Die nach Standardmethode praparierten Zellen wurden fur sechs 
Stunden unter optimierten Bedingungen mit Mischungen aus 11 Oder 12 jeweils 15- 
AminosSuren-langen Peptiden mit jeweils 11 Uberiappungen entsprechend der 

25 Sequenz des pp65 Matrix Phosphoproteins (Swiss-Prot P06725) inkubiert (insgesamt 
138 Peptide). Die Peptidkonzentration betrug 1 ug/ml je Peptid. Drei der insgesamt 24 
Mischungen stimulierten eindeutig CD4 + T-Zellen. Aufgrund der Versuchsanordnung 
(Vorkommen bestimmter Peptide in bestimmten Mischungen) iie&en sich damit 
eindeutig 2 Peptide identifizieren, welche fur diese Stimulation verantwortlich waren. 

30 Dieses Ergebnis wurde durch die Stimulation mit den jeweils einzelnen Peptiden unter 
ansonsten gleichen Bedingungen bestatigt. Die identifizierten Peptide waren die 
benachbarten Peptide pp6536s-379 und pp6536&^83. Diese Sequenzen decken sich 
w itgehend mit folgenden in der Literatur beschriebenen HLA-DR11 prasentierten 
Peptides quenzen, welche auf konventionelle Weise als T-Zellen-stimulierende 

35 S quenzen identifiziert wurden: pp6536i^76 und pp6536&-384 (Khattab et al. (1998) 
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Journal of Medical Virology, Vol. 52, pp68-76), d.h, di stimulierenden Peptide find n 
sich innerhalb des Abschnitts definiert durch die Aminosauren 361 und 384. Eine 
weitere Einengung der Epitopsequenz auf die zu postulierende Lange von 11 
AminosSuren ist noch nicht erfolgt. 

Legende zur Abbildung 2/2 

Detektion von intrazellular voriiegendem Interferon-? in CD37CD8" (links) nach 
Stimulation mit den Peptidmischungen 8, 9, und 20, bzw. CD37CD4* T-Lymphozyten 
(rechts) nach Stimulation mit den einzelnen Peptiden pp65365-37s und ppSSae^^ea. Beim 
Screening (rechts) wurden Peptidmischungen verwendet und CD3 und CD8 als T- 
Zellmarker. Da die INF-y + Populationen links CD3 + /CD8" sind wurde beim Nachtesten 
der Marker CD4 verwendet. Die Stimulierten T-2ellen sind eindeutig CD4 + . Dargestelit 
sind ausschlieBlich CD3 + Zellen, angegeben ist die mittlere Fluoreszenzintensitat. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Identifrzieren von T-Zeil-stimulierenden Proteinfragmenten, die 
folgenden Schritte umfassend: 
5 a) Ermittein der Aminosauresequenz eines Antigens, 

welches ein Protein Oder Peptid ist, 

b) Unterteilen der gefundenen Aminosauresequenz des Antigens in 
Proteinfragmente, 

c) Synthetisieren von mindestens einem Proteinfragment mit einer Lange 
10 von 8 bis 30 Aminosauren oder Spalten der Aminosauresequenz des 

Antigens zu mindestens einem Proteinfragment mit einer Lange von 8 
bis 30 Aminosauren, 

dabei ist das Proteinfragment eine Teilsequenz der ermittelten 
Aminosauresequenz des Antigens, 
15 d) Inkubieren einer T-Zellen enthaltenden Suspension mit dem oder den 

Proteinfragmenten in Versuchsansatzen, 

e) Identifizieren 

(i) von mindestens einem T-Zell-Zytokin, 

das durch das oder die Proteinfragmente induziert und in den T- 
20 Zellen synthetisiert wurde, 

dabei liegen das oder die T-Zell-Zytokine intrazellular oder an die 
Zellmembran gebunden vor, 
und / oder 

(ii) von mindestens einem Aktivierungsmarker, der durch das oder 
25 die Proteinfragmente induziert oder in seiner Expression 

gesteigert wurde und in den T-Zellen exprimiert wird, 
dabei kann der Aktivierungsmarker intrazellular vortiegen oder 
auf derZelloberflache exprimiert sein 
dabei werden das oder die T-Zell-Zytokine oder Aktivierungsmarker 
30 durchfluBzytometrisch identifiziert, und 

f) Zuordnen der Versuchsansatze, bei denen T-Zellen stimuliert wurden 
und diese T-Zell-Stimulation durch das Identifizieren von einem T-Zell- 
Zytokin od r mehreren T-Zell-Zytokinen und / oder einem oder 
mehreren Aktivierungsmarkem erkannt wurde, zu der oder den 
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Amin sauresequ nzen d r Proteinfragmente, w Iche mit den T-Z II n 
inkubiert wurden. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
Anspnjch 1 , wobei das identifizieren von mindestens einem T-Zell-Zytokin Oder 
Aktivieaingsmarker auf der Einzeizell-Ebene erfolgt. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die T-Zellen enthaltende Suspen- 
sionen Zelien enthalten, 

die das Proteinfragment im wesentlichen an MHC-Klasse-I oder Klasse- 
ll-Molekule gebunden prasentieren. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei das Proteinfragment bei der Klasse I 
restringierten Presentation 9 bis 11 Aminosauren umfafct und das 
Proteinfragment bei der Klasse II restringierten Presentation mindestens 11 
AminosSuren umfaSt. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die T-Zellen enthaltende Suspensi n 
eine Suspension ist aus 

Vollblut, peripheren wei&en Blutzellen (PWBC), Milzzellen, Thymuszellen, 
Knochenmark, Liquor und / oder aus Lymphknotenzellen. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die T-Zellen enthaltende Suspension 
aus den Patienten, die therapiert werden sollen, aus Spendem oder aus Tieren 
stammen. 

Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspruche, wobei die Antigene, welche Proteine oder 
Peptid sind aus Makroorganismen, aus Zellen, Zellkulturen und / oder 
Geweben von Spendem oder Patienten stammen. 
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8. Verfahren zum Identifizieren v n T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspriiche, wobei di T-Zell-Zytokine vom Typ Interf r n- 
y, TNF-a Oder Interieukin 2 sind. 

9. Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten nach 
einem der vorherigen Anspriiche, wobei die T-Zell-Zytokine nach einer 
Inhibition der Sekretion intrazellular voriiegen. 



10 10. Verfahren zum Herstellen von einem Proteinfragment/Peptid, das T-Zell- 
stimulierend ist und dessen Aminosauresequenz bzw. ausgangliche 
Aminosauresequenz nach dem Verfahren zum Identifizieren von T-Zell- 
stimulierenden Proteinfragmenten gemaS einem der vorherigen Anspriiche 1 
bis 9 gefunden worden ist, 

15 wobei das Proteinfragment/Peptid mit der Festphasenmethode, der 

Flussigphasenmethode Oder mitteis der Proteinbiosynthese in einem Wirt 
hergestellt wird. 

1 1 . Verfahren zur Herstellung eines Proteinfragmentes/Peptides nach Anspuch 1 0, 
20 dabei weist das Proteinfragment/Peptid Insertionen, Deletionen Oder 

Substituierungen auf (Modifikationen), wobei eine, zwei, drei oder mehrere 
Aminosauren ausgetauscht, deletiert Oder inseriert sind, 

wobei das modifizierte Proteinfragment/Peptid im wesentlichen dieselbe 
Funktion bezuglich der Stimulation von T - Zellen aufweist, die das nicht 
25 modifizierte Proteinfragment/Peptid besitzt. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Proteinfragmentes/Peptides nach Anspruch 10 
oder 11, 

wobei das Proteinfragment / Peptid am N-terminalen und / oder C-tenninalen 
30 Ende mindestens eine weitere naturliche oder nichtnaturliche Aminosaure und / 

oder eine Schutzgruppe besitzt (erweiterte Modifizierung), 
wobei das erweitert modifizierte Proteinfragment/Peptid im wesentlichen 
dieselbe Funktion bezuglich der Stimulation von T - Zellen aufweist, die das 
nicht modifizierte Proteinfragment/Peptid besitzt. 
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13. Verwendung von einen Proteinfragment/Peptid, das nach dem Verfahren 
gemSB einem der vorherigen Anspruche 10 bis 12 hergestellt worden ist, zur 
Herstellung eines Medikaments zur Immunstimulation. 

14. Verwendung von einem Proteinfragment/Peptid nach Anspruch 13, wobei die 
Immunstimulation eine Vakzinierung Oder Desensibilisierung ist. 
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(57) Abstract 



The invention relates to a method for identifying T-cell stimulating protein fragments using the following steps: a) detecting the 
amino acid sequence of an antigen; b) subdividing the found amino acid sequence of the antigen into protein fragments; c) synthesizing 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Identifizieren von T-Zell-stimulierenden Proteinf ragmen ten mit den folgenden Schritten: a) 
Ermitteln der Aminosauresequenz eines Antigens, b) Unterteilen der gefundenen Aminosauresequenz des Antigens in Proteinf ragmente, c) 
Synthetisieren von mindestens einem Proteinf ragment, d) Inkubieren einer T-Zellen enthaltenden Suspension mit den Proteinf ragmen ten, e) 
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bei denen T-Zell-Zytokine und/oder Aktivierungsmarker identifiziert wurden, zu den Proteinfragmenten, welche mit den T-Zellen inkubiert 
wurden. Mit Hilfe der emnittelten positiven Sequenz werden die entsprechenden Proteinf ragmen te/Peptide synthetisch hergestellt und lassen 
sich zur Herstellung eines Medikamentes zur Immunstimulation verwenden. 
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VERTRAG Uben uic i cniMM flONALE -ZUSAMMENARBEIT AtiF DEM 

GEBIET DES PATENTWE3ENS 



Absenden MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 

prufung beauftragte behorde 



An: 

KERN, Florian 
Wolliner Strasse 9 
10435 Berlin 
ALLEMAGNE 


PCT 

MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 
(Regem.1 PCT) 


Absendedatum 

(Tag/Monat/J&hr) 05.05.2000 


Aktonzeichen dss Anmalders Oder Anwafls 
TZPF-Int 


WiCHTlGE MITTEILUNG 


Internationales Aktonzeichen 
PCT/DE99/0017S 


Internationales Anmeldadaturri (Teg/Manat/Jahr) 
15/01/1999 


Prioriialsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
19/01/1998 


An me War 

KERN, Florian et at. 



1 . Dern Anmelder wird mrtgeteilt, daf3 ihm die mil dor internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behdrde 
hierm'rt den zu dor internationalen Anmeldung erslellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegeberienfalls mil den dazugehorigan Anlagen. ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenanfalls m'rt den dazugehorigen Anlagen - dern Internationalen Buro zur 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amis wird das Internationale Buro eine Obersetzung dos Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt QbermiUetn. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmolder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdalum (oder in manchan Amtem noch spaler) bestimmte Handlungon (Einreichung von 
Obarsetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der internationalen Anmeldung zu Qbermitteln, so muB diese 
Obersetzung auch Ubersetzungen ajler Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthaften. Es 
ist Auf gabe das Anmelders, solche Obarsetzungen anzufertigen und den betroffenan ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuieiten. 

Weilere Einzelhaiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemlssen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrlft der mlt dar International an Prufung 
boauftragten Behorde 



Europaisches Patentamt 
D-S0298 MQnchon 

Tol. +49 09 2399 - 0 Tx: S23GS6 apmu cf 
Fax: +49 89 2399 - 446S 



BevotlmSchUgter Bediensteter 

Digiusto, M 

Tel. f49 69 £399-3162 




Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 
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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders odsr Anwalta 
TZPF-Int 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE99/00175 



WFITFPPQ vrin^cuciu siehe MinelllJn 9 Qbef Obarsandung des intarrwtionalen 
vun^tMtN vorlaufigen Pril fangs bench t (Formblatt PCT/l PEA/41 6) 



Internationales Mn\&\d&<iAtUm(Tag/Monat/Jahr) 
15/01/1999 



Internationale Patentklassification (1PK) oder rationale Wassiflkatlon und IPK 
C12Q1/00 



Prioritatidatum (TBg/Monat/Tag) 
19/01/1998 



Anmetder 

KERN ( Rorian et al. 



1. DIeser inlernatlonale vorlauflge Prufungsbaricht wurde von dor mit der internationals vorlaufigen PrOfung beauftragto 
Bahorda arstellt und wird dam Anmelder gem5G Artikel 36 Qbermmelt. 

2. Oieser BERICHT umfaGt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuOerdem liegen dern Bericht AN LAG EN bei; dabel handert gs s\ch urn Blatter mil Beschreibungen, AnsprQchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesam Berlcht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regal 70.1 6 und Abschnitt 607 der Verwahungsrichtlinien zum PCT) 

Dlase Anlagen umlassen Insgosamt 5 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthatt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ -Prioritat 

III O Keine Erstellung eines Gutachlens uber Neuheii, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkelt 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Ertindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hlnslchtlieh der Nouheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterfagen und Erklarungen zur StQtzung disser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefOhrte Unterlagen 

VII B Bestimmte Mangel der inlernatronalen Anmeldung 

VIII Q Bestimmta Bamerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum dor Einrelchung des Antrags 



06/00/1999 



Datum dor Fertigstollung diesas Ba rich Is 

05.05.2000 



Nam« und Postansehrirt der mit dor Inlemationalen vorlaufigen 
PrOfung beauftragtan Behtirde: 
Europaischos Patentamt 

b-aa298 MQnchon 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: S236S6 epmu d 

Fax: +49 89 2339 - 4465 



BavoNmachligter BodienslatBr 

Tilkom, A-C 

Tel. Nr. +49 89 2399 8688 
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INTERNATIONALER VORLAURGER 

PRQFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/00175 

I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurdo erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
ArtikBl 14 hin vorgaiegt wurden. geltan im Rahman dieses Berichts a Is "ursprunglich eingereicht" undsind ihm 
nicht beigefQgt, waif sie kefae Anderungen GnthaltenJ. 

Beschrelbung, Sejten: 

1-14 ursprunglich© Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1 * 13 eingegangen am 18/04/2000 mit Schreiben vom 17/04/2000 

Zelchnungen, Blatter: 

1/2,2/2 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Andenjngen slnd folgende Unterlagen fortgsfallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bench! ist ohne BerQcksichtigung (von einigon) der Anderungen erstelft worden. da diese aus den 

angegebanen GrOnden nach Auffassung der Behorde Oberden Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingeretchten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzlfcha Bemerkungen: 

siehe Bejblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PROFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE99/O0175 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigke'rt und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StGtzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Neuhelt (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkert (GA) 



Ja: Anspruche 1 -8 

Nein: Anspruche 9-13 

Ja: AnsprQche 1 -B 

Nein: AnsprQche 9-13 

Ja: AnsprQche 1-13 

Nein: Anspruche ■ 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siahe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internatiortalen Anmeldung 

Es wurde feslgestellt, daG die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Teil I: 

Die Sequenzlisten, die am 19.6.1999 eingereicht wurden, sind nicht Teil der 
internationalen Anmeldung (Regel 13 ter.1(f)PCT). 

Teil V: 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: JOURNAL OF IMMUNOLOGY, Bd. 159, Nr. 2, 15. Juli 1997, Seiten 1012- 
101B 

D2: WO 87 04723 

D3: J. Immunology (1998) 161 5284-5295 

Da die Prioritat der vorliegenden Anmeldung gultig ist, ist das vom Anmelder zitierte 
Dokument D3, das nach dem Prioritatstag (19.01.1998) der vorliegenden Anmeldung 
veroffentlicht wurde (Nov. 1998), nicht relevant fur die Beurteilung der Neuheit, 
erfinderischen Tatigkeit und gewerblichen Anwendbarkeit 

D1 beschreibt die Induktion von CD30 und Cytokinen durch die Wirkung des HCV Core 
Proteins oder Fragmente dessen (Seite 1013 Spaite 1 Abs 8-9) auf periphere 
mononukleare Zellen von Hepatitis Patienten (Abstrakt; S 1013 Spaite 1 Abs 8-Spalte 2 
Abs 2; S 1014 Spaite 1 Abs 2-s 1015 Spaite 2). Die Inkubationsdauer der Peptide mit 
den Zellen betragt 40 h (S 1013 Spaite 2 Abs 2). Die T-Zell Cytokine wie z.B. IL-2 und 
IFN-y (Seite 1014 Spaite 1 Abs 3- Spaite 2 Abs 3; Fig. 2) werden durchfluGzytometrisch 
unddamit auf Einzelzell-Ebene bestimmt (D1: S 1013 Spaite 2 Abs 3-4; S 1014 Spaite 
1 Abs 2- Spaite 2 Abs 3), Die T-Zell Stimulation der eingesetzten Proteinfragmente, die 
25 Aminosauren lang sind, sowie von Kontrollpeptiden wird ausgewertet, d. h. 
Proteinfragmente werden der T-Zell Stimulation zugeordnet (D1: Fig 2 und 3; Seite 
1016 Spaite 2- Seite 1017 Spaite 1 Abs 4). 

1 Neuheit (Art 33(2)PCT): 

1.1 Die Anspruche 9-11 sind nicht neu. Die Festphasensynthese ist dem Fachmann 
gelaufig ebenso wie Flussigphasenmethoden (siehe Anmeldung: S 9 Z 4-10) und 
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rekombinante Herstellung in einem Wirt (z.B, D2). Nach dem Verfahren der 
Anspruche 1-9 kann jedes mogliche Protein/Peptid (z.B. D1: S 1013 Spalte 1 Abs 
9) identifiziert werden. Dementsprechend ist auch die Synthese eines solchen 
Proteins/Peptides nicht neu (siehe auch D1: S 1013 Spalte 1 Abs 9). Aus 
demselben Grunde sind auch die Anspruche 12 und 13 nicht neu; denn Proteine 
zur Herstellung eines Medikamentes respektive Vakzins sind allgemein bekannt 

1.2 Anspruch 1 ist neu, da keines der verfugbaren Dokumente ein Verfahren zur 
Identifikation von T-Zell-stimulierenden Proteinfragmenten offenbart, das die 
Stimulation durch Peptide oder Proteinfragmente bei einerkurzen Inkubationszeit, 
die eine Selektion und Proliferation der T-Zelien nicht ermoglicht, umfaBt. 
Entsprechend sind auch die abhangigen Anspruche 2-8 neu. 

2 Erfinderische Tatigkeit (Art 33f3)PCTk 

Anspruch 1 scheint aus folgenden Grunden erfinderisch zu sein: 
D1, das als nachster Stand der Technik angesehen wird, unterscheidet sich vom 
Gegenstand des Anspruchs 1 in der Stimulationsdauer: Wahrend gema(3 D1 die 
Zellen fur 40 h mit dem Antigengemisch inkubiert werden, ist die 
Stimulationsdauer gemaG Anspruch 1 so kurz, dafl eine Selektion und 
Proliferation derT-Zellen nicht erfolgt, was gleichbedeutend ist mit einer 
Stimulationsdauer von weniger als 24 h. 

Die Aufgabe, die in Anspruch 1 gelost wird, kann demnach darin gesehen werden, 
ein elnfaches und schnelleres Verfahren bereitzustellen. 
Im verfugbaren retevanten Stand der Technik gibt es keinen Hinweis, der die 
Messung der T-Zell Zytokine und/oder eines Aktivierungsmarkers nach dieser 
kurzen Stimulation nahelegt. Aus demselben Grund scheinen auch die 
abhangigen Anspruche 2-8 erfinderisch zu sein. 

Teil VII: 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regef 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in dem Dokument D1 offenbarte einschlagige Stand der 
Technik noch dieses Dokument angegeben. 
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